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本研究は ヒ ト骨肉腫由来の培養株 くO S T牽制 の ア ドリ ア マ イ シ ン 仏 D Rう 投与後 の 推移 の 観察と，
こ の A D R投与後生き残 っ た細胞群 くA D R－ re Sista nt c e11sl と ， も と の 細胞群 と の 間の 各種制癌剤に 対す
る 態度の比較 に つ い ての 検 討 を行 っ たも の で あ る． O S T株 を 48時間静置培養後， A D R を 40時間作用 さ
せ て 除去 し， 以後の推移 を DN Aヒ ス トグラ ム ， 生細胞数及 び細胞像 に よ り観察 をつ づ けた と こ ろ， A D R
投も 除去後 6週間目 に再 び正 常の 細胞 回転 に 復帰 してく る生細胞 の 存在を観察 した ． こ の A D R
． re sistant
cells と ， も との細胞群 に 対 して， 骨肉腫治療 に 頻用され て い る A D R， メ ソ トレ キセ
ー トくM T Xl， ビ ンク
リ ス チ ン くV C Rl， アク ラ ル ビシ ン 仏C Rl， シ ス プ ラチ ン くC D D Pl を各々40時間作用 させ ， 以後 の 増殖
動態の推移 を同様 に 観察 した． その 結果 A D R投与に対 して は A D R－ re Sista nt c ells で は も との 細胞群 に比
べ て感受性 の低下を認め ， 更 に 上記操作 を繰 り返 し て い く に 連 れ て感受性 の 低下 は著明 と な っ た ． こ の
A D R．r esistant C ells は M T X， V C R， A C Rに 対 して も 同様 に 感受 性の 低下 を認 め た． しか し C D D Pに 対
して は A D Rrr esista nt c ells はむ しろ高 い 感受性 を示 した． 以 上 に よ り O S T株 に は A D Rに 対 して
一 部遺
伝的耐性細胞が含ま れ て お り， 更に こ の 細胞群は M T X， V C Rに 対 し て 交叉耐性 を， C D D Pに 対 して は随
伴感受性 を有 して い る こ とが 示 唆さ れ た． 次い で これ ら の 制癌剤 に 耐性 を得 た細胞群 に 対 して， 細胞内へ
の制癌剤取り 込 み を補助す る と され て い る C8指抗剤くべ ラ バ ミ
ー ルlを A D R と併用 投与 し， A D R単独投
与後群と比 較 した． その結果併用投与群で 細胞増殖抑制効果が よ り強 く現れ た． こ れ ら の 結果は制癌剤耐
性 の克服の 一 方法 と して ， 随伴感受性 を有す る制癌剤 へ の 変更や ， 耐性株の感受性増強法の有効性 を示唆
す る も のであ ると考 え られ た ．
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骨肉腫は 悪性骨腫瘍の なか で も， きわ め て悪 性度の
高い 骨腫瘍で あ り， その 5年生存率 は必ず しも満足す
べ き も ので は な く， 従来 10％程度 に と どま っ て い た ．
こ の よ う な背景にお い て， 潜在性転移 も含め て骨肉腫
に 対す る有効か つ 合理 的 な adju v a nt che m othe r ap y
の必要性が指摘され る よ う に な っ て き た．
金沢大学医学部附属病院整形外科学教室 でも1977年以
来， 骨肉腫患者に対 し， メ ソ トレ キセ ー トくM T Xlに
ア ド リア マ イ シ ンくA D Rl 及び ビ ン ク リ ス チ ン くV C Rl
を併用 す る 多剤併用療法 を適用 し， 従来の成績 に 比較
して 良好 な成績を収 めつ つ あ るり2I． しか し長期間の 維
持療法の 適用 に も か か わ ら ず， 結果 的に は肺転移な ど
の 致 死的要因が問題視 され て い る ． そ の 要因の 一 つ と
して 考え られ るの は， 肉腰細胞が制癌剤に 対し， 耐性
を獲得す る こ と で あ り， 薬剤耐性 を も考慮 した治療手
段 の 開発が望 まれ て い る こ とで あ る．
一 方 ， Va n Dilla ら31 が 開発 した Flo w cyto m eter
くD N A瞬間自動測定装掛 の 登 場に よ り細胞周期 の 解
析が迅速 か つ 容易 とな り ， 制癌剤の 細胞周期に 及 ぼす
影響 に つ い て 多 く の 検 討 が な さ れ る よ う に な っ
A bbreviatio n s こA C R， a Cla rubicini AD R， adria mycinニ C D D P， Cis－dichlor odia m min eplati
－




O Ste Ogenic s a rc o m aT ka se str ains P B S， phosphate buffer ed s alin e三 R P M I1640，
ア ド リア マ イ シ ン耐性骨肉腫細胞 の増殖動態
た 刷 ． 当教室に お い て も現在ま で に 骨 肉腫に 対す る
効果的な化学療法 の あ りか た を細胞回転の 面 か ら検討
し， 臨床的に も応用 しう る新 しい 知見が 開発さ れ てい
る． 林l叫は Sr－89骨肉腫 を対 象と す る in viv o実験系
で， 平井 ら
川 は と 卜骨肉腫由来の 培養細胞株くO S T掛
を対象とす るin vitr oで と それ ぞれ の 実験 モ デ ル に お
い て従来骨肉腫 に 対す る化学療法剤 と して用 い られ て
い る M T X， A D R及び V C R の細胞周期 に 及ぼ す影響
を精細に 検討 し， また ， 三 平ら
1釘 は O ST 株 に対 す る こ
れら 3剤の交代併用療法 に 閲し， 薬剤 の投与順序が細
胞周期に どの よう に 影響す る か を精査 し， こ れ が治療
効果を左右す る要因の
一 つ で ある こ と を報告 した ．
そ して ， こ れ ら 3剤の 中で も， A D R が最も強 い 増殖
抑制効果 を示 す成績 を えて い る． しか し， A D Rの 長期
間連用 は， 薬剤耐性細胞の出現 に つ なが る こ とが 懸念
され る．
今臥 著者 は OST 培養細胞株を対象と し， A D R と
接触 した細胞集団の増殖動態 に つ い て ， D N Aヒ ス ト
グラム ， 生細胞数及び細胞 を指標 と して検討 した ． と
く に 従来行わ れ て い る比較的短時間内で の 解析 で な
く， A D R と接触後数週間に わ た っ て継代細胞 を観察
し， さ ら に ， 頻 回 に A D R と接触せ しめ た細胞の 増殖動
態及び薬剤感受性な どを検討 した の で 報告す る ．
材料お よ び 方法
I ． 実験材料
1 ． 骨 肉腫細胞株
1964年， 当教室の 高瀬 ら1別 に よ っ て 樹立 され， 継托
され て い る ヒ ト骨肉腫由来の 培養細胞株くO ST 株う を
使用 し た． O S T株は， 大 多数が紡錘形 の 細胞集団か ら
成り， 一 部に 巨細胞が存在す る単層増殖 の 培養細胞株
で あ る． ま た そ の ge n e r atio n tim eは， a utOr－





市販 の 合成培地 RP MI1640くニ ッ スイブ に ウ シ 胎児
血清 げCS， 56
0
C， 30分間非勤化う を 20％濃度 に 加 え
た培地 くpH 7．0－7．4つ を用い た ．
21 培養瓶
25c m2dispo s able tiss u e c ult r efla sk くコ
ー ニ ン グ
裾 を使用 した．
3う 細胞浮遊液の 調整
培養 O S T株細胞 は い っ た ん CaTH．お よ び M g竹 を
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含ま な い リ ン酸緩衝塩類溶液くP B Sう仁ニ ッ スイ1 で洗
浄後， 0．25％ トリ プ シ ン溶液で処理 した． 器壁か ら剥
離さ れた細胞 は， 1000rpm ， 5分間の 遠心 後， ただ ち
に 前 記培養液中 に 再浮遊せ しめ たの ち， 細 胞 数 が
1．5句 2．OXlO








代謝桔抗剤 はメ ソ ト レ キ セ
ー ト くM T Xニ メ ソ ト レ
キ セ ー ト， 日本 レ ダリ ー ， を， アル カ ロ イ ド剤 は ビ ン
ク リ ス チ ン くV CRこ オ ン コ ピ ン， 塩野義製射 を， 抗
癌性抗生物質 は アド リア マ イ シ ン くA D Rニ ア ドリ ア
シ ン ， 協 和発酵 工芸削 及び ア クラ ル ビシ ンくA C Rこ ア
ク ラ シ ノ ン ， 山之内製剰 を使用 した． また白金錯体
は， シ ス プ ラチ ンくC D D Pこ プリ プ ラチ ン ， ブリ ス ト ル
マ イ ヤ ー ズう を倶用した ．
21 作用 濃度
薬剤の作用濃度投与に つ い ては ， 細胞増殖抑制が認
められる各薬剤の最少有効濃度を低濃度， そ の 10倍量を
高濃度と す る 2つ の 作用群 を設定 した 懐 1うー
4 ． O ST 株細胞の A DR に よ る反復処理実験
前記 O ST 株細胞浮遊液く1．5
句 2－OXlO5個Iml15ml
宛培養瓶に 分粗 密栓 し， 37
0
C下 48時間静置前培養 し
た 後， これ に A DRく南濃齢 を添加 し，gen er atio ntim e
を カ バ ー しう る時間， す なわ ち 40時間の 培養を行っ
た． その後薬剤を除去し， 細胞をP B S で洗浄した後， 同
条件下で培養 を継続 した ． 細胞増殖の 動態に つ い て は，
薬剤除去後1週間 ごと に 継代培養す る とと も に そ の 都
度 D NA ヒ ス トグラ ム の作製， 生細胞数の測定 を行 い ，
また 塗沫標本の細胞像に つ い て も検討 した．
一 方 ， 薬剤除去後 6週間目の 細胞群， すな わ ち高濃
度に A D R を作用さ せ た に も か か わ らず生存 し た細胞
集団を A D Rィ esieta nt c ellsI くA DR－R Il と し， こ
れ を P B Sで 洗浄後， 1 ．5 へ 2．OXlO
5個ノml濃度の 細胞
浮遊液と した ． こ の 浮遊液5 ml宛を培養掛 こ分注 し，
37
0
C下48時間， 静置前培養 した後， 再度 A DR 高潰度
また は低濃度 を加 えて 40時間培養した． そ の 後， 薬剤
を洗浄， 除去 し， さ ら に 培養を継続 した． そ して 6週
間後の 増殖細胞 を集 め， こ れ を A D R
－ R H と した． 以 後
こ の 操作 を反復 し， それ ぞれ A D R－ R m， A D R
－ R I V
及び A D R－R Vの AD R耐性化 O S T株細胞 を得 た が，
R。S W ell Park Mem orial In stitute m edium 1640i V C R， Vin cristin e三 2C， 2 c o nte ntくdiploidh
3C，3c onte ntくtriploidl妄4C， 4 c o ntentくtetr aploidliGl， gapli G2， gap2ニ M ， mitotic stageニS，
D N Asyntもetic stage．
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こ れ ら の A D R耐性細胞の増殖動態 は， 前述の 事項 に
つ い て経 目的に 測定 した．
5 ． A D R耐性骨肉腫細胞 の諸制癌剤 に 対す る感受
性試験
前項 の方法 で得 た A D R耐性細胞くA D R－R Vlの
20％F C S加 R P M l 1640 培地浮遊液 く1．5句 2．OXlO
5
個ノml1 5ml を培養瓶 に 分注 し， 48時間の前培養 を
行 っ た． 次い で こ れ に 各制癌剤 を所定濃度 に 加え， 以
下前述 の方法に 準 じて細胞の増殖動態を調 べ た．
6 ． flo w cyto m etry
増殖過程の 細胞群は， 常法に 従 っ て まず薬剤除去後，
P BSで 細胞 を 洗浄 し， 0．25％ トリ プ シ ン 溶液 で 処理
後， 剥離さ れた細胞浮遊液 を遠心 し， 沈査に 50％メ タ
ノ ー ル 1 ．Omlを 加 え て 固定 し た． こ れ を Krishan
ら1 51の 方法 に 従い ， 5倍量の 螢光染色液 くpr opidiu m
谷
iodide を 0．1％ク エ ン 酸 ソ ー ダ液 に 0．05m glml濃度
に 溶解せ しめ た も のう を加 えて O S T細胞核 を染色し，
Flo w cyto m ete rくOtrhoIn str u m e nts Cytoflu o r ogr af
Syste m 50印 に よ っ て細胞数15X lO偶 に つ い て の ヒ
ス ト グラ ム を求 めた ．
D N Aヒ ス トグラ ム は横軸 に D N A 量， 縦軸 に その
細胞数 を示 した もの で あ り， 2Cくdiploidりま Gl期また
は G。期 く休止射 の細胞群を示 し， 4Cくtetr aploidlは
G2期 け ン バ ク ， R N A合成期1 及 び M 期く分裂掛
の細胞群 を示 してお り， そ の 中間は便宜上 3C とされ
て い る S期くD N A合成期フ細胞群 を表現 してい る． 一
般 に 増 殖期 に あ る 細胞集団で は
一
2 Cに do min a nt な
ピ ー ク を， そ して 4 Cに 小さ な ピ ー ク をも つ 2峰性パ
タ ー ン を呈 して い る く図 い ，
7 ． 生細胞数の 測定と細胞像の観察
Tablel， Antic a n c er age nts u sed in this study




Antibiotic A D R O．05 0．5 0
V in c aal k aloid V C R O．005 0．05
Antim eta．bolite M T X O．50 5．00
Antibiotic A C R O．05 0．50
Metal c o mple x C D D P O． 02 0．20
A D R， A dria myclni V C R， Vin cristin eニ
M T X， M ethotr e x ateこ A C R， Acla r ubicinこ
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CE L LS
ア ド リ ア マ イ シ ン 耐性骨肉腫細胞 の 増殖動態
自動血球ア ナ ライ ザ
ー くCo ulte rEle ctr o nic slに よ っ
て 総細胞数 を求 めた後 ， 別 に 0■ 1％ト リ バ ン プル
ー 溶
液に て生細胞数と死 細胞数の 割合 を算定 し， 総生細胞
数を決定 した．
ま た こ れ らの 細胞像所見に つ い て は， 前記培養瓶を
通して， 倒立位相差顕微鏡 に よ る観察 を行 い ， O S T細
胞の経時的形態変化 を検索 した．
成 績
1 ． O ST株細胞の 増殖動態か らみ た A D R感受 性
A D R を高濃度で作 用 させ た OS T株細胞群 お よ び
非処理細胞群の 増殖経過 を図2 に 示 した．
1フ 生細胞数
AD R非処理 O S T細胞， すな わ ち対照群で は， 培養
48時間頃よ り指数関数的に 細胞増殖が観察さ れ， 約2
週間後 に plate a uに 達 した．
一 方 ， 48時間前培養 した
osT 細胞 を高濃度の A D R で処理 す る と， 薬剤除去後
1週間まで は徐々 に 生細胞数の減少が み られ ， そ の後
急速 に減少 し， 約 3週間後 に 最少値 を示 した． 3週間
以後， 生細胞数は徐々 に 増加傾向を示 し， 5週目か ら
再び指数関数的に 増殖が み られ ， 6過後 に は対照群の















濃度及 び低濃度 で A D Rに 接触 せ し めた 場合の 増殖経
過 を しめ した も の で ある． O S T細胞 を高濃度 の A D R
で処理 し た細胞群 で は， 薬剤除去 2退か ら 4週目に か
けて 生細胞数の 著し い 減少が み られ ， 3週間目 に 最小
値を示 した が， その 後は ， 図 2に お けるが ごと く増殖
は活発と な り， 6週 間後 に は ほぼ ， 対照群の 生細胞数
に 近似 して い た． A D R を低濃度 で作用 せ しめ た場合に
は， 薬剤除去5週間後ま で は対照群に お ける 生細胞数
よ り低値 を しめ した もの の ， 増殖抑制効果 は微弱で
あ っ た ．
2う D N Aヒ ス ト グラ ム
A D R非処理細胞群で は， 当初 2C に急峻な ピ ー ク を
も つ 単峰性 パ タ ー ン であ っ たが ， 48時間頃か ら増殖期
細胞に 見 る定型的な 2峰性パ タ ー ン とな り， そ の後継
代 2週間目 で 再 び 2C単峰性 の パ タ ー ン を示 す に 至 っ
た ． 一 九 高濃度 に A D R を作用 せ し め た細胞群 の
D N Aヒ ス ト グラ ム で は， 薬剤除去直後で は3 Cの 急増
が み られ ， そ の 後時間の 経過 と とも に 4 Cに ピ ー クが
移行した が ， 以後徐々 に 減少を示 し， 2週 間後に は 2C
単峰性の パ タ ー ン を示 した． そ して 6週間後車こは定型
的な 2峰性 パ タ ー ン に 復元 した．
31 細胞像所見
Fig．2． Growth pr ofile s a nd D N A hist－Ogram S Of O S Tc ells tre ated with highdo se of A D R
in c ultu r e．
T he O ST c ells w e re e xpo sedto AD Rat37
0
C fo r40 ho u rs． 0 － 0 ， u ntr e atedi 中
一 書 ，
treated with A D R． T he results a re sho w n a s m e a n ofthr e edishe s－
226 紺 谷
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tnc ubation tim e くW e eksI
Fig．3 Gr owth pr ofile s ofOS Tc ellstr e ated with A D R in higho rlow c o n c entr ations．
0 － 0 ， u ntr e atedニO M ゆ ， highdo se of A D Rこ由 … … 厨 ，lo w do se of A D R－
T he r es ults a r e sho w n a s m e a n ofthre edishe s．
Fig． 4． H istologic al findings of O S Tc e11stre ated withhighdo se of A D R in c ultu re
a， u ntre atedく2 w e ekslaterlib， u ntr e atedく6 w e ekslaterH c， treated with A D Rく2w eekslate rh d，
treated with A D Rく6 w e ekslate rl．
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図4 は A D R除去 2 週間後 及 び 6週 間後 の 細胞像
を， 非処 理 の 対照 群細胞像と対比 し た も の で あ る－
A D R 処理2 週間後で は， 細胞数の 減少 ， 核の 巨大 化及
び胞体の 膨化が著明 で ある が， 6週間後 で は ，
一 部に
巨大細胞が み られ る も の の ， 多く は紡錘形の 正常 な形
態を保ち， ほ ぼ対照群 に 類似 した細胞所見 で あ っ た ．
2 ． A DR 処理 を 2 回 反復 した O S T株細胞 の 増殖
動態
前項の 実験に お い て， O S T細胞 を高濃度の A D Rで
処理 した場 合， 薬剤除去6週間後 の 生 細胞数は， ほぼ
非処理 対照 群の それ に 近似 して い る こ と が観察さ れ
た
．
そ こ で 6週 間目 の 細胞集団HA D R－ り を集め， こ
れを再度 A D Rに 接触せ しめ た場合 の 増殖動態 に つ い
て検討した ．
い 生細胞数
A D R－RI 細胞を再び高濃度 の A D Rに 接触せ しめた場
合， そ の 増殖経過 の パ タ
ー ン は， ほぼ 原 O S T細胞 に お
ける それ と同様の 抑制効果 が み ら れ た． しか し， 低濃
度 A D R 処 理で は， ほと ん ど増殖抑制効果 は み と めら
れ ず，対照 群に お ける増殖経過 とほ ぼ 同様 で あ っ たく図
5う．
2う D N Aヒ ス トグ ラ ム と細胞像
A D R除去 48時間後 の 細胞群 の D N Aヒ ス ト グ ラ
ム では， 非処理 対照 群 に お い て 若干 の 3 C増加傾向が














ま た， 細胞像 に お い て も， 両者間 に み る べ き差 異は な
か っ た く図 6 う．
3 ． A D R 処 理 を5 回 反 復 し た O S T株細胞の 増殖
動態
A D R高濃度 で 1 回 処理 後， なお 増殖 した 6 週間目
の O S T細胞群くA D R－R H を， さ らに 高濃度 A D Rに
40時間接触せ し め， 薬剤除去後6週間目の 細胞集団
くA D R－R IIlと ， ひ き つ づ き A D R－R II をさ らに 同様
の 処 理 を3回 反 復し た後の 細胞集団くA D R． Vl に つ
い て， こ れ らの 細胞群の 増殖動態 を比較 した の が 図 7
で あ る．
低濃度の A D Rで 処理 し た両者細胞群 で は， A D R処
理 を施さ な い 両者細胞群の 増殖と それ ぞ れ同様 の 経過
を辿 り， A D Rに よ る抑制は ま っ た く認 めら れ な か っ
た ． と こ ろ が A D R－R II 及 びA D R－ V細胞 を そ れ ぞ
れ 高濃度 A D Rで 処 理 し た場合， 前者 で は薬剤除 去後
ま も なく 著明 で はな い が 増殖抑制効果が認め られ た の
に 対し， 後者 で は， ほ と ん ど増殖抑制効果は認 めら れ
ず， 非処 理対 照群及 び低濃度処理群の 増殖と ほ ぼ同 一
の 経過を示 した． こ の よう に A D Rに よ る処 理 回数 を
重 ね る に とも な っ て ， 抑制効果 が 減弱す る傾向が み ら
れ た こ と か ら O S T細胞が AD Rに 対 し耐性 を獲得 し
た こと が推測 され た．
一 九 D N Aヒ ス トグ ラム に つ い て は ， A D R低濃度
作用群 に お い て ， A D Rに よ る処理 回数と 無関係 に 非
0 1 2 3 4 5 6
ln c ubatio ntim eくW e eksI
Fig． 5． Gr o wth pr ofile s ofA D R
－re Sista ntc ellsくA D R－R Iltr e ated with A D Rin high o rlo w
c o n c e ntr atio n s，
0 － 0




low do se of A D R．
T he r e sults are sho w n a s m e a n ofthree dishe s．
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処理 対照群 と ほぼ 同様の パ タ ー ン を示 したが ， 高濃度
作 用群 で 2Cの 増加 が 早 期 に 認 め られ る 傾向 に あ っ
た
．
4 ． A D R－ I 細胞 の M T X及 び V C Rに 対 す る 感
受 性
次 に A DR－R I細胞群 に 対 す る M T X 及 び V C Rの
抑制効果 を検討 して 得ら れ た成績は， 図 8及び 図9 に
示 した． 原 O S T株細胞に 対 し て は， M T Xの 作用濃度
に 応 じて 若干 の 抑制効果 が み られ たが ， A D R－ 工細
胞 に対 して は， MT Xの 高濃度及 び低濃度． い ずれ の 作
用群 に お い て も， 増殖抑制効果 は ま っ たく 認め られ ず
く図8コ， また D N Aヒ ス トグ ラム 及 び細胞所見 に お い
て も， G．期 及 び S 期 へ の 影 響な どは ま っ た く認 めら れ
な か っ た
．
一 九 VCR作用 群 で も ， 作用 濃度 の い か ん
に か か わ らず， M T Xに お ける と ま っ た く 同様の 成績
が え られく図91， D N Aヒ ス トグ ラ ム に お ける G2＋M
期の 啓温 ま た細胞像 で も m etapha s e a rr e st を示 す よ
う な所見は え られ な か っ た
． 以 上 の 成績か ら， A D R－
I細胞 で は， M T X 及 び V C Rに 対 す る交叉 耐性 が う
谷
か が われ た．
5 ■ A D R耐性 O S T株細胞 CA D R－ VIの A D R及
び A C Rに 対 す る 感受 性 と Ca指抗割 に よ る抑制効果
の 増強
A D Rに 耐性化 した O S T細胞 に 対 し， A D R と同系
化合物 で あ る A C Rを単独作 用 せ し め た場合， 並 びに
こ の AD R耐性細胞 に 対 し A DR と Ca桔 抗剤 ベ ラ バ
ミ ー ル を併用 した 場合 の 成績 は， 図10に 示 した
． 本図
に み ら れ る よう に ， AC Rの 低濃度作 用群 で は A D R同
様， ま っ た く抑制効果 はみ られ ず， 非処理 対照 群とは
ぼ 同 一 の 増殖経過 を示 した
．
ACR の 高濃度作用群で
は， 抑制効果 は認 め られ た も の の ， 著明 で は なく， こ
の 場合 もま た A D Rの 高濃度作用群 と ほぼ 同 一 の 経過
を示 し た．
D N Aヒ ス ト グ ラム 及 び細胞像所見 で も特 に 差異 は
認 め られ な か っ た
．
一 方 ， AD Rに べ ラ バ ミ ー ル を併用
した 群で は， A D R が低濃度 で あ る の に 僅 か と は い え，
明 ら か に抑制効果 が認 め ら れ た
．
D NA ヒ ス ト グ ラ ム
で は ，2C の 立 ち上 り及 び その ピ ー クの 増高の 遅延 がみ
Fig．6． D N A histogra m s a nd histologic al findings of A D R－re Sista ntc ellsくA D R－ Itr e ated with A D R
inlo w c o n c entratio n．
a ， untre atedニ b，lo wdo s e of A D Rく48 ho u rslate rJ．
ア ドリ ア マ イ シ ン耐性骨肉腫細胞 の 増殖動態
られ， 高濃度 A D R作用 群の そ れ と類似 の
パ タ ー ン を
示し た． この こ と はt A
D Rに 耐性と な っ た骨肉腫細胞
に対し て も C8桔抗剤の 有用性が 示唆 され た ．
6 ． AD R耐性 O ST 株細胞 仏 D R
－ R V lの C D D P
に対す る感受性
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c alatio nl す ること に よ っ て細胞毒性を 示 す こ とが 知
ら れ て い る が， こ れ ら ア ン トラ ヒ ノ ン系化合物と異な
る D N A binde rと し ての C D D Pに 対す る A D R耐性
細胞の 感受性を検討 した． 図11に み られ る よう に ， 原
O S T細胞 は， C D D Pの 高， 低 い ずれの 作用 濃度 で も
ま っ た く感受 性 を示 さ な か っ た が ， A D R耐性細胞 に
ADR － R V
－ － 一 て 二二雲 脚 紆
亡占
0 1 2 3 4 5 6
In c ubat io n t im eくw e eksl
Fig．7． Gr o wth profile s of A D R－r eSista nt cellsくA D R－ IIa nd A D R－ Vltr e ated with A D R－
0 －－－－0 ， umtr eatedこ 砂 p 命 ， highdo s e of A D Rこ 凶 ． ． ． － ， ． 国 ，lo w do se of A D R．
T he re s ults a r e sho w n a s m e a n ofthr e edishe s．
O ST c ells
0 1 2 3
In c uba七ion t im eくw eeksl
A D R－ RI
0 1 2 3
Iu cuba七ion 七im eくw eeksl
Fig．8． Gr o wth pr ofile s ofpa r e nt O S Tc ells and A D R
．r esista nt c ellstA D R－ りtr e ated with M T X
in high o rlo w c o n c e ntr atio n s．
O M O ， u ntre ated ト 針椚欄牒 ， high do s e of M T Xニ 屈 1 ． － ． ． ． 唱 ，lo w dos e of M T X－
T he re s ults a re sho w n a s m e an ofthr e edishe s．
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対 して は微弱では ある が感受 性が示 さ れ た．
考 察
本研究は骨肉腫 の 化学療法に お い て その 有用性が評
価され て い る A D R を中心 と して ， 耐性出現 の 機構と
その 対策の 問題 を骨肉腫培養細胞株 の 実験モ デ ル に お
い て検討．した もの で ある ．
ま ず教室保存の O S T株細胞 の 培養直後 の 2 C単峰
性 パ タ ー ン は， プラ ト ー 相に ある細胞 を継代 した ため
と考 えられ ， その後 の 細胞増殖 に 一 致 し て 3C 及 び 4 C
の ピ ー クが 出現 し， 細胞 数が ほぼ 一 定に 達 した 2週間
目 に お け る細胞群 の D N Aヒ ス トグ ラム は再 び単峰性
パ タ ー ン とな っ て い る こ と か らみ て ， 3 C 及 び4C の 画
分 は増殖相を忠実に 反映 して い る も の と考え られ る．
す なわ ち， DN Aヒ ス ト グ ラ ム と細胞増殖曲線の間に
は有意の相関関係が存在 す る もの と い える ．
A D R は アン ト ラ サ イ ク リ ン 系抗生物質 で あ り，





くinte rcalatio nlする こ と に よ っ て D N Aの 複
製， しい ては R N A合成の 阻害 をき た し， その 結果 と し
て 細胞毒性 ， す な わ ち制癌効果 を発揮す るも の で ある
が ， 特 に S期 細胞 が強 い 感受性 を 示 す と さ れ と い














0 1 2 3




A D R高濃度作用群 に お け る， D N Aヒ ス トグ
ラム で ， 3 C単峰性の パ タ ー ン か ら 4C 単峰性パ タ ー ン
に 移行 し た こ と は， ま ず S 期 に お け る 細胞集団が
A D Rの 影 響 を受 け て， 細胞回 転の 停止 が お こり， 次い
で 薬剤除去 に よ っ て 再び G2十 M 期 へ の 細胞回 転が始
ま っ た た めの も の と考 えら れ る． その 後， 4C 単峰が比
較的平 坦 な パ タ ー ン に 変化 した こ と は Ba rlogie ら 岬
， 太田 ら 瑚 及 び高本 ら20Iが報告し て い る よ う に ， 不可逆
的 な G2蓄積， す な わ ち細胞 が A DR の 作 用 を受 けて
G．期 へ の 進行 が 不 可能 と な り， い わ ゆ るinterphase
de ath を生 じ たも の と考 えら れ る． さ ら に 培養 を継続
す ると ， ま も な く 2Cの 立 ち上 りが み ら れ， 薬剤除去後
6週間後 に 至 っ て 正常 の D N Aヒ ス ト グ ラム の パ タ ー
ン へ 復帰し た こと に つ い て は ， い A D Rの 殺細胞作用
に よ り急激に 細胞減少が お こ り， その 結果非増殖相に
あ っ た細胞， す なわ ち Go期細胞 が細胞回転 に 呼 び込 ま
れ た くre c ruitm e nt 現 象1 こ と ， 21A D Rに よ り大多
数 の 感受性細胞が消失 し， 少数の 遺伝的に A D R耐性
で あ っ た細胞 が選 択的に 生 き 残り， 再び増殖 を開始し
た こ と， あ る い は， 3 1何 らか の 機序 に よ っ て 一 過性
に 環境適合 が起 こ り， A D Rに 耐性を 獲得 した細胞が
再 び増殖を始 め た こ と， な どが推測 さ れ る．
し か しな が ら， A D Rで 1 回処 理後 に 生 存し， 増殖し
















In cuba七io n 七im eくweeksl
Fig． 9． Gro wth profile s ofpa re nt O S Tc ells a nd A D R－r e Sista nt c ellsくA D R－ R り tr e ated with V C R
in higho rlo w c o n ce ntratio n s．
0 鵬 0
， u ntre atedニ ー
一 書
， highdo se of V C Rニ ロ ， ． ． ． － ． JI，low do se of VCR．
T he res ults a re show n a s m e a n ofthre edishes．















工n c uba七io n 七im eくw e eksI
Fig．10． Re spon siv e n e ss of A D R
－re Sista nt c ellsくA D R－ Vlto v a rio u sa ntic an c er age nts．
0 － OLI， nOneくC O ntr Oli 魯 N ．く2I，highdo se of A D Ri ．
． ． ． ． ■ ． 中く31，lo wdos e of A D Rニ
ー 砂く4ン，highdo s e of A C Ri L
． ． ． － ． ■ q 胤 lo wdo se ofA C Rニ 中 一 中 風 lo w dos e of A D R
plu s v er ap mil－
T he r e sults a re show n a s m ean ofthr e edishe s．
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工n cu bat io n 七imeくw e eksう
Fig ．1 ． Sen sitivity of A D R
－re Sistant c ells 仏 D R－R Vlto C D D P－
0 － 0
， n O n eくc o ntroli 中 一 卓 ， highdo s e of C D D Pこ 閣
． ． ■ － ． 一 声
，lo w do s e of C D D P－
T he r e s ults a re show n as m e a n ofthr e edishe s．
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た細胞群くA D R－ H に つ い て は， 高濃度の A D R処
理後 に お い て， 原 O S T細胞の 薬剤感受性 パ タ ー ン と
ほと ん ど同様で あ る こ と か ら， これ は稲葉21Iに よ る 仮
性耐性の 状態 に あ っ た もの と想像さ れ る． 従 っ て こ の
細胞群 は遺伝 子的 に A D R耐性 を示 す細胞群 で は な
く， 何等 か の 機序 に よ っ て 一 過性 に 環境 に 適合 し，
A D R耐性 を獲得 したも の と 考 えら れ る の が妥当か と
思わ れる． しか し， 一 方 に お い て低濃度作用群で は，
A D Rに対 す る感受性 が ま っ た く 認め ら れ な か っ た こ
とか らみ る と， も とも と O S T株の 細胞集団中に A D R
耐性細胞が含まれ て い る可 能性 も否定で き な い よ う で
ある ． 次に A D Rで 1回処理 後増殖 し た細胞群 A D R－
I をさ らに A D Rの 高濃度下で 2 回， 3 回， 4 回及 び 5
回の 処理 を施して えられ た細胞群， A D R－ II， A D RL
R IIl， A D R． IV， 及 び A D R－ Vに つ い て ， そ れ らの
増殖動態を比 賛す る と， A D R処理 回数の 多い 細胞群
ほ ど， 非処理対照群 に 近似 した増殖経過 を示 した． こ
れ は A D R処 理 と い う s ele ctio n pre ss u r eに よ り
A D R感受性細胞が漸次減少 し， 相対的 に 耐性細胞が
優位に な っ た もの と考 えら れ る． 今後さ ら に 同様 の 処
理 操作を繰 り返 し行う こ と に よ っ て 感受 性細胞が完全
に 消失 し ， 耐性細胞の み の ク ロ ー ン が え ら れ る こ
とが 充分予想さ れ る． 同様 に Jobn s o nら2 2Iは P388白
血病細胞の 培養系 に お い て A D R処理 を 計12回 す る
こと に よ っ て完全耐性 を獲得 した 細胞の ク ロ ー ン化が
可能である と報告 して い る．
A D R－ V細胞群の よう に ， A D R処理 を数回 反復 し
た細胞群の DN Aヒ ス トグ ラム に お い て， 2Cの 立 ち上
りが 薬剤除去後早期 に 現れ る の は， 感受性細胞の減少
と相対的 に 耐性細胞が増加す る こ と に よ っ て， 薬剤処
理 を施した に もか か わ らず本来 の 細胞回転が進行した
ため と考 えら れる．
次 に A D R－ R I細胞群 の M T X ま た は V C Rに 対す
る感受性 を しら べ た と こ ろ原 O S T株細胞群 の 場合 と
は明ら か に 異な り， 薬剤処理 後 の 細胞増殖曲線 で は，
非処 理 対照群 と の 間 に 有意 な差異 を認 め ず， ま た
D N Aヒス トグ ラム に おい て も ま っ た く対照群細胞の
パ タ ー ン とほ ぼ同様 で あ っ た ． こ の こ と は AD R－R 工
細胞が ， M T X及び V C R と交 叉耐性 に あ る こ とが 示
唆 され， さ ら に A DR耐性細胞 は A D R誘導体 は も と
よ り， D N A結合性抗生物質， さ 如こ は分裂毒 な ど作用
横序の 異 なる薬剤 に も交叉 耐性 を示 す こ とが 多 い と い
う 報告2 3ト2別に 一 致 した知見 で ある と い え る．
と こ ろで ， 従来か ら薬剤耐性細胞の生物学的特色の
一 つ と して あげられ て い る こ と は， 膜機能 の 異常で あ
る
． 遺伝的に しろ， 獲得さ れ た も の に しろ， こ の よう
な薬剤耐性化 した悪 性腫瘍細胞 で は， 制癌剤 の 細胞内
谷
へ の 取り込 み が抑制さ れ て い るた め27 卜31， 薬剤の 細胞
内濃度は低 い とされ て い る3 0削－． そ して ベ ラ バ ミ ー ル ，
レ セ ル ピ ン な どの Ca桔抗剤 は耐性細胞 に お け る制癌
剤の 取り込 み を増加 させ ， 感受 性 を回復さ せ うる とさ
れ て い る3 2ほ 3I
こ れ ら の 報告に も とづ い て， A D R耐性 O S T株細胞
くA D R－ Vl に対 す る低濃度 A D R 処 理に 際し C8指
抗剤 くべ ラ パ ミ ー ル1 を併用 した と こ ろ， 明ら かに 増
殖抑制効果 を得る こ とが 可能 で ある と い う 結果が得ら
れ た ． さ ら に 併用 時の D N Aヒ ス トグ ラ ム をみた と こ
ろ A D Rの 低濃度処 理 に も か か わ ら ず高濃度処理 の場
合 に 類 似 した パ タ ー ンが えら れ た こ と は興味深い
．
こ れ ら の こ と は， 薬剤耐性機構 に は カ ル シ ウム 機能
が深 く関与し て い る こ と を支持 す るも の で あ り， さら
に は耐性細胞 に お い て は C8桔抗剤 が細胞内 へ の 薬剤
の取 り こ み量 を増加さ せ， 結局 これ が よ り強 い 殺細胞
効果 に つ な が っ たも の と推測さ れ た．
鶴尾 ら3 213 41は制癌剤の 細胞外流出機構 に 細胞内の カ
ル シ ウ ム の 機能が 関与 して い る事 を見出 し， Ca指抗剤
を併用 する こ と に よ り， 細胞内の 制癌剤濃度 が高まる
こ と を認 めて い る ． 特に A D R， V C Rに抵抗性を示 す
細胞 ， あ るい は これ らの 制癌剤に 対 し て耐性 を獲得し
た細胞群 に対 して は， 顕著 に 制癌効果 の 増強をも たら
す こ と を報告 して い る ．
薬剤耐性の メ カ ニ ズム 及 び その 克服 に つ い て はなお
多く の研究が 必 要で ある が， も し前記 の 知見が実地に
臨床応用 で き る よう に な れ ば， 広範囲の 制癌剤と の 併
用 も 可能 とな り悪 性腫 瘍の 治療面に 大 き な期待が寄せ
られ る こ と に なろ う．
C D D P は， 従来の 化学療法 に抵抗性 と な っ た骨肉腫
に 対 し， 近 年 使用 さ れ つ つ あ る薬剤 の 一 つ で あ る ．
C D D Pに 対 す る O S T株細胞群及 び A D R耐性細胞群
くA D R－ Vlの 感受性 は， D N Aヒ ス トグ ラム で みる
限り 両 者間に 著明な差異 は認 め られ な か っ たが， 細胞
増殖曲線 で は， 明 らか に 差異が認 め られ ， M T X， V C R
と は 異な っ た様相 を呈 した． す な わ ち， A D R耐性細胞
群の 方が む し ろ薬剤効果が強 く認め ら れた ． こ の こと
は ， In aba ら
331の C Ollater als e n sitivity く随伴感受闇
と い わ れ る現 象と み な しう る か も知れ な い ． しか し本
現象 は， 現在の と こ ろ 法則性 も再現性 も な く， ま たそ
の 機序に つ い ても不 明 な 点が 多い と こ ろ か ら， 今後さ
ら に 多く の 検討が必 要 で あろ う．
以 上 腫瘍細胞の 薬剤耐性化現象 に つ い て は， 多く の
興味 ある 問題 が含ま れ て お り ， 骨 肉腫 をは じめ諸種の
悪 性腫 瘍の 化学療法に お い て しば し遭遇 す る薬剤耐性
の 問題 を克服 する に は， さ らに 詳細な 研究が必 要で あ
る と思わ れ る ．
ア ドリ ア マ イ シ ン耐性骨肉腫細胞の 増殖動態
結 論
ヒ ト骨肉腫 由来 の 培養株 くO ST 株ン を対象と し，
A DR と接触 し た細胞集団の 増殖動態及 び諸他の 制癌
剤に 対 す る感受 性 を， D N Aヒ ス ト グ ラ ム ， 生 細胞数及
び細胞像 の 観点か ら検討し， 以下の 成績を得た ．
1 ． O ST 細 胞を 高濃度及 び低濃度 の A D Rに 接触
せ しめる と， 薬剤除去後か ら用 量依存的に 増殖抑制が
みられた ． しか し5週間後か ら再び生 細胞数の 増加が
み られ， 6週間後に は ほと ん ど無処理 対 照 群の それ と
ほぼ同 一 で あ っ た ． D N Aヒ ス ト グラ ム で は， 定型的な
2峰性パ タ ー ン か ら， 3 C－ ＋ 4C の 単峰 へ と 移行 し た
が， 6週間後に は， 正 常の 細胞 回転相が み られ た．
2 ． A D R で処理 し， 薬剤除去6 週間後の O S T細胞
は， A D Rの み な ら ず， M T X及 び V C Rに 対 し ても感
受性の 低下が み られ た． ま た A D Rの 高濃度下で の 接
触を反復す る と， これ ら制癌剤 に対 す る感受性 はさ ら
に低下 した．
3 ， 一 方， A D R， M T X， V C Rに 抵抗性 を示 し た細
胞は， C D D Pに 対 して は む しろ高 い 感受 性 を示 した．
4 ． ま た こ の A D Rに 抵抗性 を 示 す細胞群 に は，
A D R と C8桔抗剤 を併用 す る こ と に よ り， そ の 増殖 は
明ら か に 抑制さ れ た．
以上 の結果 か ら， ヒ ト骨肉腫培養細胞株くO S T株う
に は A D Rに 対す る遺伝的耐性細胞 が存在 し， 頻回 の
AD R処理 に よ り高度 の A D R耐性 を獲得 す る も の と
考えられ た． また こ の 細胞群 は M T X， V C Rに 対 して
も交叉耐性を示 す こ と， しか し C D D Pに 対 して は随伴
感受性を示 す こ とが 明ら か に され た ．
骨肉腫 の 治療 に は， こ の よ う な薬剤耐性 の 克服手段
とし て 随伴感受性 を示 す薬剤の 選択， あ るい は C8指抗
剤の 併用投与の 有用 性が示 唆さ れた ，
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T he pu rpo s e ofthis study w a sto dev elope the useful info r m atio ns abo utthe adjuv ant che m o－
ther ap yofo ste o sa r c o m a， 1n V OIvingthe e xperim e nts in which t he s e n sitivity ofo ste o sa r c o m a c ells
tr e ated withadria mycin くA D RJ r epe atedly to m ethotr e x ate くM T XJ o r vin cristin eくV C RJ o r
a cla cin o mycin AくA C RJo r cisplatin くC D D PJ a nd the gr o wth pr ofile s ofthe m w e re e x amin ed by
estim ating D N Ahistogr a m， Viable c elln u mbe r a nd cytologic al cha nges．
O S Tc ell lin e which w a sderiv ed fr o m hu m a n o rigin a nd m aintain ed in o u rlabo r ato rie s w as
u sed a s a n e xpe rim e ntalta rget． W he n O S Tc ells w e r e e xpo s ed in n utrie nt m ediu m to high do s e s
of A D Rat 37
0
c for 4 0 ho u rs ， follo w ed by w ashing o ut ofthedrug， the gr owth ofsarc om a w a s
stro ngly inhib ited fo r3 w e eks． A fter6 w e eks fr o m the r e m o v al of AD R， the s a rc o m a c ells
r e v e rs ed to n o r m al c ellcycle a nd t he viable c e11s ．e xpo n e ntia．11yin c re as edto be co mpa r able to that
ofthe u ntr e ated c o ntr olgr o up． Ho w e ver，t he s e n sitivity ofthe r e v ers ed s a r c o m acells to A D R
re m arkably de c re as ed by repeatl ng the tre atm e nt with A D Ras mentio n ed abov e．T he A D R－tr eat ed
C ells which su rvi ed w er e als o fo u nd to be resista ntto M TX o rVC Ro r AC R， Which hasbe e n
C O m m O nly u s ed in thetr e atm e nt of o ste o s ar c o m a． On the c o ntr a ry， the s a rc o m a c ells r esista nt
to A D Ra s w ellasA C Rw e r epr o v ed to in c re a s ein s e n sitivity to C D D P． T hes e re sults r e v e aled
that par e nt O S Tc ells might in clude pa rtialy ge n etic r esistant c ells to A D Ra nd these A D R－
resista nt c ells hav e c rossr e sista n c eto MTX o rV CR o rA C Ra nd c ollate rals e n sitivityto CDD P．
M e a n while
，
C O mbin ed tr e atm e nt with A D Ra nd Ca －a ntagO nist，V eraPa mil， Which is con side red
to pr o m ote in uptake o rto inhibit n efflu x of a ntic a n c e r age ntsinto tu m o r c ells， r e Sulted in
in c r e a singtheinhibitio n ofthe s a rc o m a c ellgr o wth ．
Fr om the re sults obtain ed， itis s ugge sted that t he choic e of a ntica n c er age nts which bring
abo ut c ollate rals e n sitivityis e s s e ntial， a nd the effic a cy of the c o mbin ed u s e of Ca
－a ntagOist with
a ntic a n c e r age nt to o v e rc o m et h dr ug r e sista n c eis e mpha siz ed fo r che m other ap yof o ste o sa r
－
C O m a．
